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Fig．5：Estimation　of　molecular　weight　of
　　　hyaluronidase二Hyaluronidase　and　2mg
　　　of　each　standard　protein　“・ere　chromato・
　　　grophed　on　Sephacryl　S－300，
　　　The　elution　volume　was　detemined　by
　　　absorbance　at　280　nm．
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Fig．6：　Isoelectric　focusing　of　hyaluronidase
300
言
さ
h　oo
三
§
§
…、。。
量
＝
　等電点電気泳動法の成績ぱFig．6に示した．ピ
アルロニダーゼ活性は，pH7．6で最大活性を示し，
本酵素の等電点は7．6と推定された．
3）至適pH
　pH5．5で最大活性を示し，　pH7。0以上のアルカ
リ側ににおいては殆んど活性を示さなかった。
（Fig．7）．この成績から酵素の作用至適pHは5．5
付近であるとみられる．
4）金属イオンの影響
　ヒアルロニダーゼ活性VS　Hg2＋　Cu2＋イォンで
強く阻害された。しかし，Ca2＋Fe2＋Mn2＋
Zn2＋イオンによって殆んど活性に影響はみとめ
られなかった（Table　2）．
5）基質特異性
　精製酵素は基質ピアルロン酸に対してのみ，232
nm吸光度の増加を示し，その他の供試酸性ムコ
多糖体からは全く232nm吸光度の増加がみられ
なかった　（Fig．8）．
5．分解産物の同定
1）Sephadex　G－25カラムクロマトグラフィー
　市販のStrePto7n））ces　hyalurolytictts由来の酵素
反応液㈹およびB．oγα伝からの精製酵素との反
応液（B）のそれぞれのSephadex　G－25カラムクロ
マトグラフィーによる溶出パターンはFig．9に
示した。市販ピアルロニダーゼの反応液より2つ
のピーク（1，II）が認められた．本酵素の分解
産物が明示されている事実にもとずいて，この232
nm溶出画分をそれぞれ，不飽和六糖，四糖と同定
Table　2： Effect　of　divalent　ions　on
hyaluronidase　activity
lons Concentratton　　Relative　activity
　　（mM）　　　　　　　｛96）
4．0　　　5．0　　　6．0　　　7．0　　　8．0　　　9．0　　10．O
　　　　　　pH
Fig．7：　Effect　of　pH　on　hyaluronidase　activity
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した．一方，精製酵素の反応液（B）より市販酵素に
よるピーク（II）と同じ溶出位置，これより遅れ
てより大きな232㎜吸収ピーク（HI）が認められ
た．
2）ペーパークロマトグラフィー
　ピアルロン酸由来不飽和二糖，市販酵素を作用
さぜて（反応液（A））得た不飽和六糖および四糖，
および精製酵素を作用させて（反応液（B））得たピー
ク（II）（m）のそれぞれ試料について口紙クロマ
トグラフィーの所見はFig．10に示した．　B．　oralis
の精製酵素による先のピーク（II）（HI）は，それ
ぞれ，各不飽和二糖および不飽和四糖のRf値と
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Fig．8：Time　course　of　degradation　of　various
　　　mucopolysaccharides　by　hyaluronidase：
　　　⊂）一一一（）　hyaluronic　acid
　　　●　　　●　　heparin，　heparan　sulfate，　con・
　　　　　　　　droitin，　condroitin　sulfate　A，
　　　　　　　　B，C
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Fig．9：　Gel　fi】tration　of　digestive　products　of
　　　hyaluronic　acid　on　Sephadex　G－25：
　　　一」3．oralis　hyaluronidase
　　　・’・…　Sτ均）to〃zツces　hya　lu　ro　lyticus　hyalur－
　　　　　　　onidase
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一致した．これらの成績からB．oη伝のピアルロ
ニダーゼによる基質分解産物は不飽和四糖および
不飽和二糖と同定した．
考 察
　歯周病原菌として注目される嫌気性グラム陰性
桿菌群中非黒色Bacteroidesの病原的属性など不
明な点も多い．われわれは，歯周病巣からしぼし
ぼ高率に分離される非黒色Bacteγoides中，　B．
乃幼α渤0砂批κS14・15）が種々の酸性ムコ多糖体分解
Fig．10：Paper　chromatograms　of　degradation
　　　products　in　hyaluronic　acid　by．B．　oralis
　　　hyaluronidase　and　Strelりto〃zツces　hyalur－
　　　olyticz｛s　hyaluronidase：
　　　　1．A．五〇ralis　hyaluronidase：peak　II
　　　　　of　Sephadex　G－25
　　　　2．B．丑ora～is　hyaluronidase：peak　III　of
　　　　　Sephadex　G－25
　　　　3．　C．unsaturated　disaccharide
　　　　4．D．　unsaturated　hexasaccharide，　Stre一
　Pto〃z二yces　　hyalurol夕ticzas　　hyalur－
　onidase：peak　I　of　Sephadex　G－25
5．E．　unsaturated　tetrasaccharide，　Stre・
　カ『o〃zyces　　hya　lu　rO　ly　ticus　　hyalur・
　onidase：peak　II　of　Sephadex　G－25
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能を有し，これら分解酵素を精製して，本菌のヘ
パリナーゼおよびピアルロニダーゼの性状を明ら
かにしている16」7）．本研究でB　hePan’nolyticztsを
除くその他の非黒色Bacteroidesのピアルロニ
ダーゼ活性を調べ，B．　o抱伝の培養上清中に強い
活性を認めたので，B．　oralisのピアルロニダーゼ
を精製して，その性状について明らかにした．
　B．oralisのピアルロニダーゼ活性は菌体から
超音波処理して得た抽出試料に比較して培養上清
中に強く認められることから，本菌のピアルロニ
ダーゼは，B．　heParinolyticusピアルロニダーゼ1η
とは異なり，菌体外産生性であることを示す．
　本酵素の分子量は，ゲル濾過法およびSDS・
PAGE所見のいずれによっても75，000と算定さ
れ，StaPhylOCOCCZLS　aureUS，　StrePtOCOCCZ｛S　equir・
imilis．　Propionibacterium　acnes，　B．　hePar－
inolyticzcsなど多くの細菌ピアルロニダーゼの分
子量が84，000～90，000程度であるとされてい
る17－20）のに比較すると，やや小さく，またSDS・
PAGE所見などから考え，この酵素は単純ポリペ
プチド鎖と推定される．等電点電気泳動法によっ
て本酵素の等電点（pI）は7．6で，　P．　acnes2i）やB．
舵ρα励o加iα岱16）のそれに比較し，やや高い値を
示したが近似するものであった．
　B．力幼α崩o頒α硲やP．acnesなど，多くのピ
アルロニダーゼは複数の酸性ムコ多糖体分解能を
有する．これら細菌酵素と異なり，B．　oralisピアル
ロニダーゼは酸性ムコ多糖体中，ピアルロン酸の
み分解するに過ぎず，硫酸基を持つコンドロイチ
ン硫酸A，B，　C，ヘパリン，ヘパラン硫酸のみな
らず，硫酸基を欠除するコンドロイチンに対して
全く分解作用がみられず，極めて基質特異性の高
い酵素とみられる．
　多くの細菌ピアルロニダーゼ（StrePtomyces
hyalurolyticzcsを除く）が二糖を最終分解産物とす
ることが示されている22）．B．0κ硫ピアルロニ
ダーゼによる分解産物のベーパークロマトグラ
フィーによる検討から，不飽和四糖および不飽和
二糖が検出，確認された．しかし，二糖に比較し
て四糖の検出が極めてわずかであることから，こ
の四糖の検出は，本反応系で酵素量に対する基質
濃度の過剰が考えられ，最終的には多くの細菌酵
素と同様その分解産物が不飽和二糖であると考え
られる．
　歯周組織破壊に直接関与する因子の一つに，
種々の細菌酵素があげられる3・4）．竹内らは23），蛍
光抗体法によってヒトの炎症歯肉における細菌性
ピアルロニダーゼやコンドロイチナーゼの局在を
調べ，両酵素が歯周組織破壊に直接関与する病原
因子と述べている．事実，ピアルロニダーゼを動
物の歯周に滴下しても，炎症変化がみられること
が示されている24・25）．これらの知見からB．oralis
のピアルロニダーゼが菌体外産生性であり，歯肉
内縁上皮の破壊や炎症の初発に直接作用する可能
性を示唆する．本菌の精製ピアルロニダーゼを用
いて，今後，歯周組織破壊や感染における役割を
明らかにしたい．
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